肺癌是目前世界上发病率和病死率最高的恶性肿瘤，其中80%-85%为非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）。研究^\[[@b1]\]^显示在所有NSCLC的细胞亚型中，肺腺癌患者最容易发生脑转移。同时一些回顾性临床观察研究也发现不同类型的表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, *EFGR*）基因突变与肺腺癌脑转移独特的肿瘤生物学行为密切相关，是肺腺癌脑转移的一个重要的独立预测因子^\[[@b2],\ [@b3]\]^。然而，*EGFR*基因信号通路导致肺腺癌患者发生脑转移的具体机制尚不清楚，与其相关的基础研究也较少。CXCR4属于G蛋白偶联受体（G protein-coupled receptors, GPCRs），可选择性结合趋化因子CXCL12，构成CXCR4/CXCL12生物学轴。有研究^\[[@b4]\]^显示，在CXCR4/CXCL12生物学轴的趋化作用下，肺癌细胞会在脑组织中发生聚集，最终形成脑转移瘤。由此可见，CXCR4/CXCL12信号通路在肺癌细胞趋化性的向脑组织聚集的过程中发挥关键作用。那么EGFR信号通路是否是通过调节CXCR4/CXCL12信号通路的表达而导致肺腺癌细胞的具有特定的肿瘤生物学行为，使之容易向脑组织发生聚集，最终导致脑转移发生的呢？目前尚无相关研究。因此，本研究构建了EGFR过表达和3种突变肺腺癌H1299细胞株，通过观察EGFR过表达和不同位点的突变对肺腺癌H1299细胞增殖、迁移和侵袭等肿瘤生物学行为能力的影响，分析EGFR过表达和不同位点突变对CXCR4/CXCL12信号通路相关基因（CXCL12、CXCR4、MMP-2和MMP-9）表达的调节作用，以探究EGFR信号通路对肺腺癌细胞肿瘤生物学行为的影响，并探讨其潜在机制。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

人类H1299细胞（EGFR野生型）购自中国典型培养物保存中心（武汉大学）。RPMI-1640培养基、胎牛血清、胰酶、细胞冻存管购自ThermoFisher Scientific公司（美国）；Lipofectamine 2000、Trizol裂解液购自Invitrogen公司（美国）；RNA提取试剂盒购自ZYMO research公司（美国），TaKaRa逆转录试剂盒购自大连宝生物公司（中国），SYBR GreenPCR Master Mix（ABI）试剂盒购置ABI公司（美国）；兔源性一抗EGFR、MMP-9、CXCL12，鼠源性一抗MMP-2、CXCR4、GAPDH均购自Proteintech公司（美国）；Transwell小室购自BD Biosciences公司（美国）；不同规格的细胞培养皿和孔板购自江苏NEST生物科技有限公司，100×双抗（青霉素/链霉素）溶液购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.2. 方法 {#s1-2}
---------

### 1.2.1. 细胞与培养 {#s1-2-1}

H1299细胞（EGFR野生型）培养于含10%胎牛血清、1%青霉素和1%链霉素的RPMI-1640培养基，置于37 ℃、5%CO~2~的培养箱中。

### 1.2.2. 载体构建与转染 {#s1-2-2}

EGFR过表达（OE）、EGFR-L858R的突变型（LR）、EGFR-T790M突变型（790M）、EGFR-E746-A750缺失型（DEL）及EGFR空载质粒（NC）由本实验室构建并保存。EGFR过表达和突变质粒的载体均为含GFP元件的GV358载体，克隆位点为Age Ⅰ/Age Ⅰ。*EGFR*目的基因均通过基因测序，并使用Protein Blast数据库进行序列对比分析（网址：https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）。按照Lipofectamine 2000说明书，将上述5种质粒转染H1299细胞。转染36 h-48 h后，荧光显微镜下观察转染效率并记录保存，提取总RNA和蛋白，RT-PCR和Western blot分别检测*EGFR*基因和蛋白的表达。

### 1.2.3. RT-PCR检测mRNA表达 {#s1-2-3}

以Trizol试剂提取RNA，总RNA经2%琼脂糖凝胶电泳，紫外线下观察RNA片段完整性。应用TaKaRa逆转录试剂盒将RNA逆转录成cDNA，采用SYBR GreenPCR Master Mix（ABI）试剂盒和ABI 7500 RT-PCR仪器进行分析。反应条件为：95 ℃ 10 min预变性，60 ℃ 1 min退火和延伸。采用2^-△△CT^法分析基因相对表达差异，各基因引物序列见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。

###### 

RT-PCR引物序列

Real-time primers

  *Gene*     Primers sequences
  ---------- -----------------------------------
  *EGFR*     F: 5'-CTAAGATCCCGTCCATC GCC-3'
             R: 5'-GGAGCCCAGCACTTTGATCT-3'
  *CXCR4*    F: 5'-ACTACACCGAGGAAATGGGCT-3'
             R: 5'-CCCACAATGCCAGTTAAGAAGA-3'
  *CXCL12*   F: 5'-AAAGGCCCATTTCCTAAAAACCT-3'
             R: 5'-TGCGTTCTCTATCCAGAGGCT-3'
  *MMP-2*    F: 5'-CACGCTGGGCCCTGTCACTCCT-3'
             R: 5'-TGGGGCCTCGTATACCGCATCAAT-3'
  *MMP-9*    F: 5'-TGCCCGGACCAAGGATACAGTTT-3'
             R: 5'-AGGCCGTGGCTCAGGTTCAGG-3'
  *GAPDH*    F: 5'-CAATGACCCCTTCATTGACC-3'
             R: 5'-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3'

### 1.2.4. Western blot法检测蛋白表达 {#s1-2-4}

收集转染48 h的H1299细胞，预冷PBS冲洗2次，加入蛋白裂解液，冰上裂解30 min，4 ℃ 12, 000 r/min离心10 min，应用BCA法测定总蛋白浓度。Tricine胶电泳，转膜，5%脱脂奶粉室温封闭1 h，分别孵育一抗GAPDH（1:20, 000）、MMP-2（1:1, 000）、MMP-9（1:1, 000）、CXCR4（1:6, 000）、CXCL12（1:200），4 ℃过夜，TBST洗膜6次（每次5 min）；二抗室温孵育1 h，TBST洗膜6次（每次10 min）；加入化学发光显影液，暗室中X光片曝光显影。采用Image J灰度分析软件对蛋白水平进行分析对比。

### 1.2.5. 平板克隆形成实验 {#s1-2-5}

将细胞接种于6孔细胞培养板中，每孔中200个单细胞，培养10 d后，弃去上清，加入4%多聚甲醛固定25 min，1%结晶紫溶液染色30 min，拍照，并统计每个6孔板中的克隆数目。实验重复3次。

### 1.2.6. 细胞划痕实验 {#s1-2-6}

将细胞接种于6孔细胞培养板（每孔8×10^5^个），10%胎牛血清RPMI-1640培养基（总体系2 mL），培养24 h形成单层细胞。用10 μL移液器TIP头在单层细胞上呈一字划痕，用PBS清洗3次。更换为无血清RPMI-1640培养基，分别于0 h、24 h、48 h在倒置显微镜下（×100）观察，并拍照记录。实验重复3次，结果通过Image J软件进行分析。

### 1.2.7. Transwell实验 {#s1-2-7}

Transwell小室置于6孔细胞培养板，每孔加入1640培养基（不含胎牛血清）重悬的对数生长期细胞（每孔含1.5×10^4^个细胞）。下室加入500 μL含10%胎牛血清RPMI-1640培养基，置于37 ℃、5%CO~2~的培养箱中，孵育24 h。取出小室，PBS洗2遍，4%多聚甲醛室温固定25 min，1%结晶紫溶液染色30 min，应用PBS清洗。晾干后置于倒置显微镜下（×200），随机选取5个视野，统计穿过微孔膜的细胞数目并拍照记录。实验重复3次。

### 1.2.8. 统计学方法 {#s1-2-8}

应用SPSS 17.0软件进行统计学分析，实验组与对照组比较采用方差分析Dunnett法。*P* \< 0.05为差异有统计学差异，^\*^*P* \< 0.05，^\*\*^*P* \< 0.01，^\*\*\*^*P* \< 0.001。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. EGFR过表达和*EGFR*突变的H1299细胞系的构建检测 {#s2-1}
--------------------------------------------------

转染后，EGFR过表达（OE）和EGFR-E746-A750缺失型（DEL）、EGFR-L858R的突变型（LR）、EGFR-T790M突变型（790M）和EGFR空载质粒（NC）细胞株均呈现GFP阳性，表明质粒转染成功（[图 1A](#Figure1){ref-type="fig"}）。RT-PCR和Western blot检测均发现EGFR过表达和3种不同*EGFR*突变细胞中，EGFR表达均显著高于阴性对照（空载体，NC）和空白对照（H1299野生型，BC）（[图 1B](#Figure1){ref-type="fig"}、[图 1C](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![EGFR过表达和*EGFR*突变的H1299细胞系的构建检测。A：转染后，H1299细胞呈现GFP阳性（×100）；B、C：EGFR mRNA和蛋白表达情况；与阴性对照组或空白对照组相比，^\*\*\*^*P* \< 0.001。NC：阴性对照（EGFR空载体）；BC：空白对照（EGFR野生型）；790M：EGFR-T790M突变；LR: EGFR-L858R突变；OE：EGFR过表达；DEL：EGFR-E746-A750缺失突变。\
Construction of EGFR over-expression and mutated H1299 cells. A: After transfection, H1299 cells showed GFP signal; B, C: Expression of EGFR mRNA and protein. Compared with negative control or blank control group, ^\*\*\*^*P* \< 0.001. NC: negative control (empty vector); BC: blank control (EGFR-wild type); 790M: EGFRT790M; LR: EGFR-L858R; OE: EGFR over-expression; DEL: EGFR-E746-A750del; EGFR: epidermal growth factor receptor.](zgfazz-21-7-503-1){#Figure1}

2.2. EGFR过表达和EGFR-E746-A750缺失型突变促进H1299细胞增殖 {#s2-2}
----------------------------------------------------------

EGFR过表达（OE）和EGFR-E746-A750缺失型（DEL）突变组细胞的克隆数（OE: 28±2, DEL: 28.33±4.16）显著高于阴性对照组（NC: 18±6.25）（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}，*P* \< 0.01），而EGFR-L858R和EGFR-T790M突变组与对照组克隆形成未见明显差异（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}，*P* \> 0.05）。

![EGFR过表达和*EGFR*突变对H1299细胞增殖能力的影响。与阴性对照组或空白对照组相比，^\*\*^*P* \< 0.01。\
Effects of EGFR over-expression and mutations on cell proliferation in H1299 cells. Compared with negative control group or blank control group, ^\*\*^*P* \< 0.01.](zgfazz-21-7-503-2){#Figure2}

2.3. EGFR过表达和EGFR-E746-A750缺失型突变促进H1299细胞迁移 {#s2-3}
----------------------------------------------------------

24 h后划痕实验结果显示，EGFR过表达（OE）和EGFR-E746-A750缺失型（DEL）突变组分别促进划痕愈合（52.62%±5.72%）、（47.60%±5.55%），且与对照组相比，差异均具有统计学意义（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}，*P* \< 0.05）。48 h后，OE和DEL组细胞划痕愈合则高达76.59%±3.80%、81.34%±2.40%，明显高于阴性对照组（59.70%±2.51%）和空白对照组（55.81%±4.49%）（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}，*P* \< 0.001）。EGFR-L858R（LR）和EGFR-T790M（790M）突变细胞亚株与阴性对照（NC）或空白对照（BC）细胞亚株对比迁移能力差异均无统计学意义（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}，*P* \> 0.05）。

![EGFR过表达和*EGFR*突变对H1299细胞迁移能力的影响。与阴性对照组或空白对照组相比，^\*^*P* \< 0.05, ^\*\*\*^*P* \< 0.001。\
Effects of EGFR over-expression and mutations on cell migration in H1299 cells. Compared with negative control group or blank control group, ^\*^*P* \< 0.05, ^\*\*\*^*P* \< 0.001.](zgfazz-21-7-503-3){#Figure3}

2.4. EGFR过表达和EGFR-E746-A750缺失型突变促进H1299细胞侵袭 {#s2-4}
----------------------------------------------------------

Transwell小室模型检测结果显示EGFR过表达、EGFR-L858R突变和EGFR-E746-A750缺失突变组穿膜细胞数明显多于对照组（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}，*P* \< 0.001）。然而，EGFR-T790M与对照组之间无差异（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}，*P* \> 0.05）。

![EGFR过表达和*EGFR*突变对H1299细胞侵袭能力的影响。与阴性对照组或空白对照组相比，^\*^*P* \< 0.05, ^\*\*\*^*P* \< 0.001。\
Effects of EGFR over-expression and mutations on cell invasion in H1299 cells. Compared with negative control group or blank control group, ^\*^*P* \< 0.05, ^\*\*\*^*P* \< 0.001.](zgfazz-21-7-503-4){#Figure4}

2.5. EGFR过表达和EGFR-E746-A750缺失型突变调节CXCR4、CXCL12、MMP-2和MMP-9的表达 {#s2-5}
------------------------------------------------------------------------------

RT-PCR进行mRNA定量，与对照组相比，结果显示EGFR过表达（OE）和EGFR-E746-A750缺失型（DEL）细胞亚株的CXCR4、CXCL12表达均升高约2倍，且差异具有统计学意义（[图 5A](#Figure5){ref-type="fig"}，*P* \< 0.05）。同时细胞因子MMP-2、MMP-9的mRNA表达水平在EGFR过表达（OE）和EGFR-E746-A750缺失型（DEL）细胞亚株中也均升高。Western blot实验结果进一步证实，在EGFR过表达（OE）和EGFR-E746-A750缺失型（DEL）肺癌细胞，CXCR4/CXCL12信号通路和细胞因子MMP-2、MMP-9的蛋白表达水平均显著高于对照组（[图 5B](#Figure5){ref-type="fig"}）。

![EGFR过表达和*EGFR*突变调节CXCR4、CXCL12、MMP-2和MMP-9的表达。A：CXCR4、CXCL12、MMP-2和MMP-9的mRNA表达水平；B：XCR4、CXCL12、MMP-2和MMP-9的蛋白表达情况。与阴性对照组或空白对照组相比，^\*^*P* \< 0.05, ^\*\*^*P* \< 0.01, ^\*\*\*^*P* \< 0.001。\
EGFR over-expression and mutations regulate expression of CXCR4, CXCL12, MMP-2 and MMP-9. A: The protein expression of CXCR4, CXCL12, MMP-2 and MMP-9; B: mRNA levels of CXCR4, CXCL12, MMP-2 and MMP-9. Compared with negative control group or blank control group, ^\*^*P* \< 0.05, ^\*\*^*P* \< 0.01, ^\*\*\*^*P* \< 0.001.](zgfazz-21-7-503-5){#Figure5}

3. 讨论 {#s3}
=======

脑是NSCLC最常见的转移器官之一，患者一旦发生脑转移，其自然生存期仅为1个月-2个月^\[[@b5]\]^。患者即使接受了标准的全脑放疗（whole brain radiation therapy, WBRT）后，中位生存时间也仅为3个月-6个月^\[[@b6]\]^。大量研究^\[[@b1],\ [@b7]\]^发现，在所有NSCLC的细胞亚型中，肺腺癌患者最容易发生脑转移。包括我们研究在内的既往临床回顾性研究^\[[@b8],\ [@b9]\]^均显示肺腺癌的*EGFR*突变和脑转移之间存在着显著相关性，且*EGFR*突变在促进脑转移的发生和发展中起了重要的作用。同时，Li等^\[[@b10]\]^发现在不同的*EGFR*突变的NSCLC患者中脑转移发生率存在差异。Sekine等^\[[@b11]\]^报道，对比野生型EGFR或EGFR 21号外显子突变的患者，19号外显子缺失的患者发生脑转移的几率更大。虽然在临床上发现了这些现象，但与其相关的基础研究甚少，且具体机制尚不清楚。如果阐明EGFR信号通路在肺腺癌患者发生脑转移中的作用机制，并对其进行预防和适宜的临床干预，那么研究EGFR信号通路在介导肺腺癌细胞特定性地向脑组织转移的肿瘤生物学特性中的作用就显得极其重要。

最经典的"种子-土壤学说"认为：脑转移的产生主要依赖于靶器官的微环境与肿瘤细胞通过细胞因子等多方面的相互作用^\[[@b12]\]^。有研究报道，当趋化因子CXCL12与其受体CXCR4结合可激活CXCR4/CXCL12信号通路后，该信号通路可在肿瘤细胞的增殖、粘附、迁移、侵袭、转移等生物学行为中发挥重要的作用^\[[@b13],\ [@b14]\]^。Phillips等^\[[@b15]\]^研究发现，CXCR4在NSCLC患者的肿瘤组织和多种肺癌细胞系中均高表达。Paratore等^\[[@b16]\]^使用定量双标记免疫荧光分析，有脑转移的原发性NSCLC患者的组织学标本中趋化因子CXCL12及其受体CXCR4的表达明显高于无脑转移者，这一发现支持了CXCR4和CXCL12在NSCLC转移扩散到脑组织过程中的作用。由此可见，CXCR4/CXCL12信号通路在肺癌细胞趋化性地向脑组织聚集的过程中发挥了重要的作用。基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase, MMPs）是多因子锌依赖性内肽酶，在肿瘤侵袭和转移过程中发挥关键作用^\[[@b17],\ [@b18]\]^。Singh等^\[[@b19]\]^在前列腺癌模型的研究中，已经证明了CXCR4-CXCL12相互作用可调节MMPs的表达。在MMPs中，有研究^\[[@b20]-[@b22]\]^发现MMP-2和MMP-9对促进NSCLC细胞发生侵袭和转移起到了重要的作用。此外，有研究^\[[@b20],\ [@b23]\]^表明，CXCL12可通过与CXCR4相互作用增加MMP-2、MMP-9的表达，从而促进肺癌转移。那么EGFR信号通路是否能影响上述信号通路的信号传导呢？已有研究显示在乳腺癌中EFGR信号通路可调节CXCR4/CXCL12信号通路的表达，导致转移率的提高^\[[@b24]\]^。在肺腺癌细胞中EGFR-L858R突变可通过激活ERK信号通路诱导CXCR4表达，从而促进癌细胞侵袭能力和恶性胸腔积液形成^\[[@b25]\]^。目前，尚无研究将EGFR信号通路与CXCR4/CXCL12信号通路和肺腺癌脑转移联系起来进行综合分析。本研究发现，相较于野生型，当EGFR过表达或出现19号外显子缺失突变时，肺腺癌细胞的肿瘤生物学特性会发生明显的改变，如更强的增殖、迁移和侵袭能力，同时对*MMP-2*、*MMP-9*和*CXCR4*、*CXCL12*等基因的mRNA和蛋白表达表现出明显的上调作用。这些研究结果提示EGFR过表达及其突变可以改变肺腺癌细胞肿瘤生物学特性，其定向转移的生物学特性可能是通过调节CXCR4/CXCL12信号通路的表达来实现的。

虽然本研究发现了EGFR过表达或者不同位点突变确实可以导致肺腺癌细胞发生肿瘤生物学特性的改变，尤其是19号缺失突变的细胞增殖、侵袭和转移能力明显增强，这与临床上观察到19号缺失突变的患者更容易发生脑转移的现象也相互吻合^\[[@b11]\]^，但由于本研究只是进行了体外细胞学实验，能否在体内复杂的环境中重复出一致的结果尚无法肯定。因此，我们将在后续的动物模型中对本研究结果加以证实。

综上所述，本研究发现*EGFR*基因过表达和19号外显子缺失突变可以通过上调CXCR4/CXCL12信号通路，促进MMP-2、MMP-9的表达，从而引起肺腺癌细胞的肿瘤生物学特性发生改变。这可能对今后临床上更精准地筛选NSCLC脑转移发生的高危人群并进行监控和预防，研制靶点作用于CXCR4/CXCL12信号通路的药物提供了坚实的基础，同时也指明了今后研究的方向。

[^1]: 冯佳和魏学燕为共同第一作者
